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田寺 成範,山 中 望,守殿 貞夫
FUNDAMENTAL STUDIES OF TARGETING CANCER 
 CHEMOTHERAPY AGAINST CHORIOCARCINOMA
—APPLICATION OF LIPOSOME—
Shigenori TADERA,  Nozomu YAMANAKA and Sadao KAMIDONO 
   From the Department of Urology, Kobe University School of Medicine
    For the fundamental study of the targeting cancer chemotherapy against choriocarcinoma 
using the and-human chorionic gonadotropin beta subunit (hCG ,3) antibody-conjugated-liposome 
containing anticancer drugs, we evaluated the specific accumulation of the antibody to the 
choriocarcinoma tissue and the uptake of liposome by choriocarcinoma cells. 
   In vivo, the mice bearing human choriocarcinoma were injected anti-hCG g antibody (30pg/ 
body) and the localization of the antibody in the tumor and other mouse organs were investi-
gated by the PAP method. The antibody specifically accumulated to the choriocarcinoma tissue 
within 4 hours after the injection of the antibody, and gradually increased. 
   In vitro, cultured BeWo cells were exposed to the liposome containing adriamycin, the anti-
body conjugated liposome containing adriamycin or the adriamycin alone, respectively, for 2 
hours. Then the uptake of the adriamycin by the tumor cells was studied under fluorescent 
microscopy. The nuclear accumulation of adriamycin was clearly observed in the tumor cells 
exposed to the liposome containing adriamycin or the antibody conjugated liposome containing 
adriamycin, whereas only faint cytoplasmic accumulation of the adriamycin without any nuclear 
accumulation was observed in the cells exposed to the adriamycin alone. 
   These results indicate that the liposome is a good carrier of anticancer drugs for immuno-
targeting chemotherapy. 
                                                   (Acta Urol. Jpn. 35: 209-215, 1989)
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緒 言
癌 関 連 抗 原 に対 す る抗 体 の臨 床 応 用 は 癌 研 究 の 大 き
な テ ーマ の一 つ で あ り,す でに 臨 床 の場 に お い て診 断
お よび 治療 に必 要 不 可 欠 な もの も少 な くな い.
ラジ オ ア イ ソ トー プ標 識 抗 体 に よ って 癌 の 局在 を診
断 す るradioimmunoditectionは,Pressmanら1)
が ラ ッ トリ ンパ 肉腫 に対 す る1311標識 抗体 が 腫 瘍 に
集積 す る こ とを 証 明 した こ とに 始 ま り,そ れ 以 降aレ
phafetoproteinある い はcarcinocmbryonicanti-
genなどの分 泌型 抗 原 に対 す る抗体 を 用 い た 腫 瘍 画 像
診断の臨床応用に関する研究がみられる2・3).ヒト絨毛
性 ゴナドトロピン(以 下hCG)に つ いて もその抗








































実 験 方 法
1。 抗HCGβ 抗 体 の精 製
生 物 活性11,0001u/mgを有 す る精 製hcGi8)を
8M塩 酸 グア ニ ジ ソ処理 に よ り分 離 して 得 た βsub-
unitを抗 原 と して,家 兎 を 用 い て そ の抗 血 清 を 作 製
した.得 られ た 抗hCGβ 抗 血 溝を 硫 安 塩 析 に てIgG
分 画 を採 取 し た 後,hCGを 結 合 さ せ たSepharose
4Bを 支 持体 と した イ ム ノ ア フ ィニ テ ィー カ ラ ムに 添
加 してhCG特 異 的IgGと し,以 下 の 実 験 に 供 し
た.
2.絨 毛 癌移 植 ヌ ー ドマ ウ スの 作 製 お よ び抗 体 の投 与
法
SPF(specificpathogenfrcc)下で 飼 育 し た
BALB/c系 ヌ ー ドマ ウ ス(5～6週 齢,雄)の 背 部
皮 下 に,hCG産 生 絨 毛 癌 株 で あ るBeWole)1×100
個/ml(PBS)の細 胞 浮遊 液o.1m1を 移 植 し絨 毛 癌一
ヌー ドマ ウス モ デル の初 代 と した.腫 瘍 が小 指 頭 大 と
な った 時 点 で 摘 出 し他 の ヌ ー ドマ ウス に移 植 針 を用 い
て順 次 継 代 した.継 代後 腫 瘍 が 小 指 頭 大 とな っ た時 点
で抗hcGβ 抗 体 を30μg/body腹腔 内 に投 与 した.
同 様 にnormalrabbitIgG(M{1esLaboratories
lnc.)を30μ9/body投与 し対 照 群 と した ・ 抗 体 又 は
normalrabb三tIgG投与 後4時 間,2日,5日 後 に
腫 瘍 お よび 他 の 諸 臓 器 を 摘 出 し,PBSに て 洗 浄 後 た
だ ち に 凍 結 した.
3.PAP法 に よる 染 色
凍 結 した 組 織 を10μmの 切 片 と した 後 ア セ ト ンに
て10分間 固 定 し,ImmunoperoxidascStainingKit
(DAKOPAPKIT,System548,Rabbit)を用
い てTable1に 示 した 手 順20)で染 色 した.す な わ ち
nOrmalSwineSerumにてlgFCreCeptOrをブ ロ
ッキ ング し た 後,二 次 抗体 で あ るantirabbitIgG
を添 加 した.内 因 性 ペ ル オ キ シ ダ ーゼ の 活 性 を 抑 え る
た め に行 うH202処 理 はIgGの 抗 原 性 を 失 活 さ せ
やす いた め 二 次 抗 体 添 加 後 に 行 い,以 下 通 常 の 手 順21)
に従 って 染 色 し た 。 一 般 的 なPAP法 で は組 織 内 の
hCG局 在 を 検 索 す る こ とが 可 能 で あ るが,本 実 験 系
で はinvivoにお い て 投 与 した抗 体 の局 在 を検 索 す る
こ とを 目的 と して い る.す な わ ち,一 次 抗体 と して ヌ
ー ドマ ウス の腹 腔 内 に す で に 抗hCGβrabbitlgG
を投 与 して お り,染 色 時 に は 一次 抗体 との反 癒 は 行わ
ず二 次 抗体 で あ るswineantirabbitIgGとの 反 応























田寺,ほ か:絨 毛 癌 ・リボ ソー ム
が存 在 す る部 位 に の みdiaminobenzidineの褐 色 沈
着 と して染 色 され る.ま た対 照 と して,凍 結 切 片 を10
%ホ ル マ リ ンに て10分間 固 定 し,同 様 の 染 色 手順 で染
色 し比 較 した.
4.ADM封 入抗 体 結 合1iposomeの作 製
(1)MBPE(N-(m-maleimidobenzoil)dipalmi・
toylphosphatidylethanolamine)の作 製




Sigma)20μmolをク ロ ロホ ル ム ・メ タ ノ ール 溶 液
(クロ ロホ ル ム ・メ タ ノー ル比9=1)5m1で 溶 解 した
後,反 応 促進 剤 と してtriethylamine(和光 純 薬)30
μmolを 加 え,室 温 に て 約4時 間 振盟 させ た.4時 間
の 反 応 後SilicaGel6091assp互ateを用 い た 薄層 ク
ロマ トグ ラ フ ィー に てMBPEの 存 在 を 確 認 し(MB-
PEはRf値0.62,ニ ンヒ ド リン反 応 陰 性),メ タ ノ
ー ル3 .5m1,蒸溜 水2m1を 加 え約10分間 振 盟 させ,
しば ら く静 置 した後 最 下 層 の ク ロ ロホ ル ム層 の み を採
取 した.MBPEの 分 離 ・精 製 はBio-SilHA(BIO・
RAD)を 用 い たsilicagelchromatogramにて 行
った.
(2)チオ ー ル 化抗 体 の作 製
Liposomeと抗 体 の結 合 をS-S結 合 に よ り行 うこ
とを 目的 と して,抗 体 を チ オ ー ル化 した.抗hCGβ
抗 体10mgを2.5mlのPBS(pH6.8)に 添 加 し,
SPDP(N-hydroxysuccimydyl-3-(2-pyridyldithio)
propionate,Pharmacia)のエ タ ノー ル溶 液(10mM)
を0.17ml加え て23℃,30分 間 振 盈 した.こ れ を あ
らか じめ0,1M酢 酸 ナ トリウ ムbuffer(pH4.5)で
平 衡 化 し たColumusPD-10(SephadexG-25M,
Pharmacia)に添 加 し,チ オ ー ル 化 抗体 のPBS溶
液 を 得 た.
(3)ADM封 入 リボ ソー ム の作 製
DPPC(dipalmitoylphosphatidylcholine,Sig-
ma)25μmol,コレ ス テ ロ ー ル(和 光 純 薬)亘7・5μ
mol,MBPE2.5μmolを10mlの ク ロ ロ ホ ル ム に
溶 解 し,ロ ー タ リー エバ ボ レータに て フ ラ ス コ内 面 に
均 質 な 薄 層 の リン脂 質 の膜 を 形成 させ た.こ の フ ラス
コ 内 にPBS(pH6.8)5mlに 溶 解 し たADM10
mgを ガ ラ ス ビ ーズ とと もに 加 え,約20分 間 激 し く掩
搾 した.さ らに25℃ に て約1時 間sonicationした
後,2.0μmの フ ィル タ ー を 通 じ て,ADM封 入
lipOSQmeの懸 濁 液 を 得 た.
(4)抗体 結 合1iposomeの作 製
211
得られたliposomeの懸濁液 にチオール化 した抗










した.2時 間経過後遠沈,洗 浄を3回 行い蛍光顕微鏡
にて観察した,
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討が今後必要と思われる.今 回,わ れ われ の検索で
はADM単 独よりもliposome内封入ADMお よび
抗体結合1iposome内封入ADMの 方が核への取 り




































による結果で あることか ら,少な くともhCG産 生
腫瘍においては血中に大量に存在する抗原がblock-
ingantigenとしてきわめて重大な問題とはならず,
抗 原 を絶 え ず血 中に 遊 離 さ せ て い る 腫 瘍 に対 して の
targetingcancerchemotherapyの有 用 性 を 示 唆す







培養絨毛癌細胞であるBeWo株を 移植 した ヌード





















































7)山 中 望:hCG産 生 腫 瘍.の免 疫 学 的 局 在 診 断 に
関 す る 基 礎 的 研 究 一1s11-anti'hCGβに よ る 腫 瘍





















12)谷 口 克,若 林 正 治:モ ノ ク ロ・一ナ ル 抗 腫 瘍 抗 体








14)田寺 成 範,山 中 望,岡 田泰 長,
裏 次,西 村 隆 一 郎,望 月真 人:
















































22)多 田 隈 卓 史:モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 将 来 展 望 一 リ

















湯 浅 博 夫=1.モ ノ ク ロー ナル 抗体 と
2.腫瘍 の 診 断 と治療 へ の応 用(5)イ
臨 床 化
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(1988年8月4日迅 速 掲 載 受 付)
